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摘 要 目的：研究叶酸（FA）修饰多西紫杉醇（DOC）纳米脂质体（L-DOC-FA）对肝癌Bel-7402细胞的体内外靶向性。方法：采用

细胞活性检测试剂盒分别检测0、1、2、5、10、20 µg/ml DOC、L-DOC、L-DOC-FA培养细胞24 h后的细胞活性，计算细胞存活率；利

用荧光素异硫氰酸酯标记 L-DOC、L-DOC-FA，检测肝癌细胞 Bel-7402 对 L-DOC、L-DOC-FA 的摄取率；125I 标记 L-DOC、

L-DOC-FA，检测其在皮下肿瘤组织中的含量；取28只Balb/c裸鼠，背部 ih肝癌细胞悬液复制肿瘤模型，模型复制成功后将裸鼠分

为空白对照（生理盐水）组、DOC（3 mg/kg）、L-DOC（3 mg/kg，以DOC计）和L-DOC-FA（3 mg/kg，以DOC计）组，每天尾 iv相应药物

1次，连续30 d，测定各组裸鼠肿瘤的相对瘤体积。结果：DOC、L-DOC、L-DOC-FA对肝癌Bel-7402细胞活性均有抑制作用，细胞

存活率降低且呈浓度依赖性；与 DOC、L-DOC 比较，L-DOC-FA 作用后细胞活性更低，细胞存活率降低（P＜0.01）。细胞对

L-DOC、L-DOC-FA的摄取率大小为L-DOC-FA（69.5％）＞L-DOC（31.2％），差异有统计学意义（P＜0.01）；肿瘤组织中L-DOC-FA
含量比 L-DOC 含量高（P＜0.01）；3 mg/kg L-DOC-FA 比相同质量浓度 L-DOC、DOC 抑瘤效果更明显，相对瘤体积更小（P＜
0.01）。结论：L-DOC-FA在体内外均对肝癌Bel-7402细胞有明显的主动靶向性，并表现出了很好的体内外肿瘤靶向抑制效果。
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Study on Targeting of Folic Acid-modified Docetaxel Nano-liposome to Hepatocellular Carcinoma Bel-7402
Cells in vivo and in vitro
JI Zhuwa，QIN Fuhua，XIA Xiaojing，HU Ying（Biological and Pharmaceutical School，Zhejiang Medical Col-
lege，Zhejiang Ningbo 315100，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To study the targeting of folic acid（FA）-modified docetaxel（DOC）nano-liposome（L-DOC-FA）to
hepatocellular carcinoma Bel-7402 cells in vivo and in vitro. METHODS：The cell viability and survival rate of Bel-7402 cells was
tested by CCK-8 kit after treated with 0，1，2，5，10 and 20 μg/ml DOC，L-DOC and L-DOC-FA for 24 h. And then，the fluores-
cein isothiocyanate was used to label L-DOC and L-DOC-FA nano-liposome，and the rate of L-DOC and L-DOC-FA absorbed by
hepatocellular carcinoma Bel-7402 cells were detected. 125I was used to label L-DOC and L-DOC-FA nano-liposome，and then the
contents of them in the subcutaneous tumor tissues were detected. 28 Balb/c naked mice were selected and given liver cell suspen-
sion via back ih to induce tumor model. After modeling，naked mice were divided into blank control group（normal saline），DOC
group（3 mg/kg），L-DOC（3 mg/kg，by DOC）and L-DOC-FA（3 mg/kg，by DOC）. They were given relevant medicine intrave-
nously once a day for consecutive 30 d. The relative tumor volume in naked mice was detected. RESULTS：DOC，L-DOC and
L-DOC-FA all inhibited the cell viability of Bel-7402 cells，the survival rate of cells decreased in concentration-dependant manner；
compared with DOC and L-DOC，the cell viability decreased after treated with L-DOC-FA，the survival rate of cells decreased
（P＜0.01）. The rate of L-DOC and L-DOC-FA absorbed by Bel-7402 cells in descending order as L-DOC-FA（69.5％）＞L-DOC
（31.2％），with statistical significance（P＜0.01）. The content of L-DOC-FA in tumor was significantly more than that of L-DOC
（P＜0.01）. In addition，3 mg/kg L-DOC-FA showed better inhibitory effect than 3 mg/kg L-DOC and DOC on tumor，and the rela-
tive tumor volume was smaller（P＜0.01）. CONCLUSIONS：L-DOC-FA has obvious targeting to Bel-7402 cells in vivo and in vi-
tro，and shows good inhibitory effect on tumor in vivo and in vitro.
KEYWORDS Folic acid-modified nano-liposome；Docetaxel；Targeting；Liver cancer Bel-7402 cells；Tumor inhibition；Naked mice
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多西紫杉醇（Docetaxel，DOC）作为一线抗癌药物被广泛

用于临床和实验研究中，对多种癌症均有很好的治疗效果[1]。

目前，临床上用的DOC一般用聚山梨酯 60来作为溶剂，而聚

山梨酯60具有溶血性、黏性大、易引起过敏反应（如休克、低血

压和风疹等）等缺点 [2]，所以 DOC 新剂型的研究具有重要意

义。纳米脂质体是一种生物相容性很好的纳米载体，可以装

载不同性质（水溶性和脂溶性药物均可装载）的药物[3]。其具

有类似于细胞膜的结构，进入人体血液循环后不会被机体轻

易地清除掉，而能长时间地停留在体内，使药物能够长时间地

作用于病灶部位而发挥治疗作用。这不仅增加了药物的治疗

效果，而且减少了药物的给药剂量，从而降低毒性。增加纳米

脂质体的主动靶向性能够使药物发挥更好的治疗效果。叶酸

（FA）受体是许多肿瘤细胞膜表面具有的一种特异性结合FA

的位点[4-5]。FA受体阳性的肿瘤细胞有宫颈癌HeLa细胞、人卵

巢癌SKOV-3细胞、肝癌Bel-7402细胞等[6]。因此，在纳米脂质

体上修饰FA分子后，可以高效特异性地主动靶向到FA受体阳

性的细胞表面，从而达到靶向杀伤肿瘤细胞的作用。

在本研究中，笔者采用前期实验中制备的DOC纳米脂质

体（L-DOC）和用 FA 来修饰后的纳米脂质体（L-DOC-FA），设

计体内、外实验，研究L-DOC-FA对人肝癌Bel-7402细胞的主

动靶向性和抑制作用，期望所得结果可为临床医师和科学研

究者治疗肿瘤疾病或研发新型抗肿瘤药物提供更好的思路和

参考。

1 材料
1.1 仪器

FJ-200高速分散匀质机（东莞市谱标实验器材科技有限公

司）；RE-5003旋转蒸发器（上海耀特仪器厂）；Multiskan MK3

酶标仪[赛默飞世尔科技（中国）有限公司]；FACSCanto流式细

胞仪（美国 BD 公司）；Neutron RAE Ⅱ伽马射线检测仪、

FJ391A2放射性活度计（北京核仪器厂）。

1.2 药品与试剂

靶向分子 FA（美国 Sigma 公司，批号：59-30-3，纯度：≥

99％）；N-N-羟基琥珀酰亚胺（NHS，批号：74124-79-1，纯度：≥

98％）、1-（3-二甲氨基丙基）-3-乙基碳二亚胺（EDC，批号：

1892-57-5，纯度：≥98％）均购自上海延长生化科技发展有限

公司；DOC 粉末（西安天丰生物科技有限公司，批号：

114977-28-5，纯度：≥99％）；叔丁基甲醚、甲醇、无水乙醇、乙

醚、异丙醇等（分析纯，广州化学试剂厂）；DMEM培养基（上海

康稳生物科技有限公司）；CCK-8活细胞计数试剂盒（同仁化

学研究所，批号：40203ES60）；异硫氰酸酯（FITC，美国西格玛

试剂公司）。实验中的纳米脂质体药物均为本课题组自己合成。

1.3 细胞

人肝癌 Bel-7402细胞购自上海细胞库（40～50代细胞

系），采用美国ATCC标准进行培养。

1.4 动物

5～7周龄Balb/c裸鼠，♂，30只，体质量20～25 g，购自中

山大学动物实验中心[许可证号：SCXK（粤）2004-0011]。

2 方法
2.1 细胞培养及活性检测

采用常规的肿瘤细胞培养方法，用含 10％胎牛血清的

DMEM完全培养液，在37 ℃、5％ CO2饱和湿度的培养箱中培

养人肝癌Bel-7402细胞 24 h，传代的细胞密度为 104 ml－1。活

性检测采用经典的CCK-8试剂盒法。以0、1、2、5、10、20 µg/ml

的DOC、L-DOC和L-DOC-FA分别作用于细胞24 h后，弃掉培

养液，加入含10％ CCK-8工作液的培养液继续孵育20 min，然

后在酶标仪 450 nm波长处检测其光密度值（OD450）。其中试

验组为加药处理+CCK-8，空白组为0 µg/ml处理+培养液，阴性

对照组为 0 µg/ml 处理+CCK-8（排除 CCK-8试剂本身在 450

nm波长处的吸收）。OD450值越高，说明细胞活性越高。每组

试验重复 3次，计算细胞存活率：细胞存活率（％）＝（试验组

OD450－空白组 OD450）/（阴性对照组 OD450－空白组 OD450）×

100％。DOC、L-DOC、L-DOC-FA的半数抑制浓度（IC50）由Or-

igin软件计算得出。

2.2 细胞摄取率检测

采用FITC标记法分别标记L-DOC和L-DOC-FA，然后用

标记好的脂质体分别与肝癌 Bel-7402细胞在培养箱（37 ℃、

5％CO2）中孵育 2 h，用磷酸盐缓冲液（PBS）清洗细胞 3次，直

至除去细胞外的脂质体，并设置空白对照（不加药）。用胰蛋

白酶消化液将细胞消化下来后收集，再加入适量的PBS溶液

分散。然后在流式细胞仪中检测细胞中FITC的荧光强度。每

份样品的统计数量为10 000个细胞。细胞对脂质体的摄取率

用细胞中FITC的荧光强度百分率来表示。

2.3 125I标记及肿瘤组织中药物含量检测

用氯胺 T 氧化法来标记 L-DOC 和 L-DOC-FA 纳米脂质

体，标记的放射性同位素为 125I。具体过程为：将 40 µl 的

L-DOC 和 L-DOC-FA 分别与 300 µCi 碘化钠（Na125I）和 100 µl

8 mg/ml的氯胺T在 pH 7.5、室温环境中混合反应 30 min。再

将上述混合液用一定分子质量的透析袋除去多余的 125I，直至

没有 125I 的伽马射线活度为止。 125I 标记的 L-DOC 和 L-

DOC-FA避光低温保存。将标记的样品分别通过尾 iv到Balb/

c荷瘤鼠肝癌体内，称量小鼠的体质量，24 h后取下背部的肿

瘤，放入预先称质量的试管中，在电子天平上称量肿瘤组织的

质量，而后测量肿瘤组织的比放射性活度（cpm/g），并计算其

％ID/g 值（每1 g组织摄入注入量的百分数）：％ID/g＝组织的

比放射性活度（cpm/g）/注入标记物的总放射性活度（cpm）×

100％。

2.4 肿瘤模型的构建与治疗

取对数生长期的肝癌细胞，将细胞消化后，制成细胞悬浮

液，分别在裸鼠背部 ih 100 µl细胞悬浮液（大约107个/L），将裸

鼠继续放动物房（SPF级）喂养1周后，通过肉眼观察肿瘤生长

情况，并用游标卡尺测量肿瘤大小。等肿瘤长到100 mm3后将

所有荷瘤鼠随机分为4组，即空白对照（生理盐水）组、DOC（3

mg/kg）组、L-DOC（3 mg/kg，以 DOC 计）组和 L-DOC- FA（3

mg/kg，以DOC计）组，每组7只。尾 iv相应药物，每隔3 d进行

肿瘤大小的观察并计算相对瘤体积：相对瘤体积＝给药后不

同时间点瘤体积大小/给药前瘤体积大小×100％。

2.5 统计学方法

采用 SPSS 13.0统计软件进行结果处理。数据以x±s表

示，组间比较采用单因素方差分析（One-way ANOVA）。P＜

0.05表示差异有统计学意义。
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3 结果
3.1 细胞活性检测结果

0～20 µg/ml的DOC、L-DOC和L-DOC-FA都能不同程度

地引起细胞活性下降，而L-DOC-FA对细胞活性的影响最为明

显，其中 10 µg/ml[10 µg/ml 最接近 DOC 对细胞的 IC50值（9.1

µg/ml），故以此质量浓度进行统计分析]的DOC、L-DOC和L-

DOC-FA 对细胞活性的影响大小为 DOC＜L-DOC＜L-DOC-

FA。与10 µg/ml DOC比较，L-DOC、L-DOC-FA作用后细胞存

活率降低（P＜0.05或P＜0.01）；与10 µg/ml L-DOC比较，同质

量浓度L-DOC-FA作用后细胞存活率显著降低（P＜0.01）。结

果显示，低质量浓度的 L-DOC-FA 即能够起到明显的抑制效

果，分析其原因可能为FA能将药物主动靶向到细胞，使细胞中

药 物 的 有 效 浓 度 提 高 。 不 同 质 量 浓 度 DOC、L-DOC、

L-DOC-FA与细胞孵育24 h后细胞存活率检测结果见表1。

表 1 不同质量浓度 DOC、L-DOC、L-DOC-FA 与细胞孵育

24 h后细胞存活率检测结果（x±±s，n＝3，％％）

Tab 1 The survival rate results of cells after treated with

various concentrations of DOC， L-DOC and L-

DOC-FA for 24 h（x±±s，n＝3，％％）

质量浓度，μg/ml

0

1

2

5

10

20

DOC

99.9±2.1

87.3±4.1

70.5±1.2

62.3±2.4

51.2±2.2

45.9±1.1

L-DOC

98.9±1.8

75.6±2.8

54.2±4.1

51.2±2.8

43.5±4.5＊

34.5±4.8

L-DOC-FA

99.1±2.5

69.1±3.1

41.5±2.1

30.2±3.5

24.2±3.1＊＊#

20.1±2.6

注：与 10 µg/ml DOC 比较，＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；与 10 µg/ml

L-DOC比较，#P＜0.01

Note：vs. 10 µg/ml DOC，＊ P＜0.05，＊ ＊ P＜0.01；vs. 10 µg/ml

L-DOC，#P＜0.01

3.2 细胞摄取率检测结果

L-DOC组的细胞摄取率为32.1％，而L-DOC-FA组的细胞

摄取率为 69.5％，明显高于L-DOC组和空白对照（不加药）组

的摄取率（P＜0.01），说明FA的修饰使脂质体能主动靶向到细

胞。FITC标记的L-DOC和L-DOC-FA分别与细胞孵育 2 h后

的流式细胞图见图1、荧光强度检测结果见图2。

3.3 肿瘤组织中药物含量的检测结果

与空白对照组比较，L-DOC、L-DOC-FA组荷瘤鼠肿瘤组

织中药物含量显著增加（P＜0.01），L-DOC 组的％ID/g 值为

4.6％，显著低于L-DOC-FA组的 31.5％（P＜0.01）。荷瘤鼠肿

瘤组织中药物含量的检测结果见图3。

3.4 肿瘤治疗效果研究

DOC几乎与空白对照的抑制效果相同，L-DOC能够在开

始阶段抑制肿瘤的生长，但是最后肿瘤还是继续快速生长。

而L-DOC-FA能一开始就抑制住肿瘤的生长，30 d后肿瘤体积

没有明显生长，被很好地抑制住了。这些结果正好与药物的

靶向性结果相关。与空白对照组、DOC、L-DOC 组比较，

L-DOC-FA 组荷瘤鼠的瘤体积最小，差异有统计学意义（P＜

0.01）。荷瘤鼠的肿瘤体积测定结果见图4。

4 讨论
纳米脂质体被认为具有很好的被动靶向性，能够被单核

图2 FITC标记的L-DOC和L-DOC-FA分别与细胞孵育2 h

后细胞中FITC的荧光强度检测结果
注：与空白对照组比较，＊P＜0.01；与L-DOC组比较，#P＜0.01

Fig 2 The fluorescence intensity results of cells after treated

with FITC labeled L-DOC and L-DOC-FA for 2 h
Note：vs. blank control group，＊P＜0.01；vs. L-DOC group，#P＜0.01
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Fig 1 Flow cytometry of cells after treated with FITC la-

beled L-DOC and L-DOC-FA for 2 h
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图3 荷瘤鼠肿瘤组织中药物含量的检测结果
注：与空白对照组比较，＊P＜0.01；与L-DOC组比较，#P＜0.01

Fig 3 The content results of drug in tumor tissue of tumor-

bearing mice
Note：vs. blank control group，＊P＜0.01；vs. L-DOC group，#P＜0.01
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巨噬细胞系统的巨噬细胞吞掉，选择性地浓集于体内网状内

皮系统（RES）丰富的组织中 [7-9]。本研究中制备的纳米脂质

体，从体外细胞摄取的实验结果来看，L-DOC-FA的摄取百分

率高达69.5％，显著高于L-DOC和空白对照的细胞摄取率，这

与其被动靶向有关。相应的细胞活性结果表明，DOC、L-DOC

和L-DOC-FA对细胞均具有浓度依赖性的活性抑制效果，但是

DOC、L-DOC和L-DOC-FA的抑制效果依次增加，本课题组推

测这是由于它们的细胞靶向性依次增加的结果。

进一步的研究考察了L-DOC和L-DOC-FA在肿瘤组织中

的聚集情况。通过标记的放射性元素的活度分析，侧面反映

了肿瘤中纳米脂质体的含量。L-DOC的含量为 14.6％，显著

低于L-DOC-FA的31.5％（P＜0.01）。虽然实体瘤的高通透性

和滞留效应（EPR效应）能使纳米颗粒富集在肿瘤区域[10-13]，但

是富集的量毕竟是有限的，如L-DOC在肿瘤组织的含量比较

低。因此，本研究通过外加靶向分子FA，来增加药物的靶向特

性。制备的L-DOC-FA可使药物主动靶向至肿瘤细胞的FA受

体进行特异性结合，而使更多的药物进入到细胞中。此外，本

研究小组通过尾 iv给药的方式将DOC、L-DOC、L-DOC-FA（含

有相同量DOC）分别注射到荷瘤鼠体内，发现对肿瘤抑制的效

果为 DOC＜L-DOC＜L-DOC-FA，从而在在体层面上证明了

FA靶向的纳米脂质体可以高效地靶向到肿瘤区域而发挥抗癌

效果。但是，本实验仍有一些不足之处，比如缺乏毒理实验

等，对此本研究小组后续将进行有关L-DOC-FA的毒理实验。

综上所述，本小组制备的L-DOC-FA在体外可以高效地靶

向进入肝癌细胞并起到很好的细胞抑制效果；体内主动靶向

性明显，能够高富集在肿瘤组织区域，显著地抑制肿瘤生长。
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图4 荷瘤鼠相对肿瘤体积测定结果
注：与空白对照组、DOC、L-DOC组比较，＊P＜0.01

Fig 4 The relative tumor volume results of tumor-bearing

mice
Note：vs. blank control，DOC and L-DOC group，＊P＜0.01
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